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COMMUNICATIONS 
Essai d'application de la méthode 
d'immuno-diffusion en gélose 
au diagnostic expérimental de la maladie 
muqueuse bovine ( « mucosal disease ») 
A. CHARTON, P. FAYE, C. BERNARD et C. LE LAYEC 
Le diagnostic de la maladie muqueuse bovine pose toujours au 
clinicien un problème difficile : taux de morbidité dans l'élevage, 
taux de mortalité, symptômes et lésions ne sont pas toujours 
univoques et le diagnostic clinique demande souvent confirmation 
expérimentale. Dans plusieurs de nos observations anciennes 
(CHARTON et coll. 1964) ou plus récentes (non publiées), l'isolement 
du virus a permis d'ajouter, aux éléments épizootiologiques, sémio­
logiques, anatomo-pathologiques, l'élément le moins discutable d'un 
diagnostic étiologique. Dans quelques autres, le diagnostic expéri­
mental, par mise en évidence d'anticorps neutralisants, à titres 
élevés, dans le sérum de sujets qui, appartenant à l'élevage atteint, 
ont survécu à l'enzootie, a confirmé indirectement le diagnostic 
clinique. Isolement et identification du virus, tests de séro-neutrali­
sation sont des méthodes qui, à l'évidence précises, ne sont pas 
cependant toujours facilement applicables au diagnostic courant 
et, encore moins, aux enquêtes épizootiologiques. , 
Divers Auteurs on� depuis 1960 utilisé, dans l'étude antigénique 
du virus « BVD •, la méthode de précipito-diffusion en gélose, selon 
des modalités diverses et avec des résultats intéressants (DARBY­
SHIRE, 1960, 1961, 1962, 1964; DINTER, 1963 ;:GUTEKUNST et MALM­
QUIST, 1963 ; PIRTLE et GuTEKUNST, 1964 ; FERNELius, 1966). 
Cette méthode est-elle· applicable au· diagnostic étiologique de la 
maladie?. 
Bull. Acad. vét. - Tome XLIII (Novembre 1970). - Vigot Fr�res, Editeurs. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1) Antigènes. - Un premier antigène est obtenu par hachage fin 
aux ciseaux de fragments de muqueuse du jéjunum, raclée au scalpel 
après ouverture et rinçage d'une anse intestinale prélevée sur un 
bovin de 14 mois chez lequel l'examen nécropsique montrait la 
présence de lésions pathognomoniques de la maladie muqueuse 
confirmant les données cliniques notées d'après le sujet vivant. Le 
prélèvement de muqueuse est fait au niveau d'une zone atteinte 
d'une lésion nette d'entérite. La pulpe est utilisée telle quelle, sans 
dilution. 
Un deuxième antigène est obtenu à partir d'une culture, en cellules 
de rein de veau embryonnaire, de la souche AR, précédemment 
isolée au laboratoire des amygdales d'un veau mort de maladie 
muqueuse. Après cinq jours de culture et destruction presque 
complète du voile, les cellules restant collées au verre sont détachées. 
Après congélation et décongélation, les cellules détachées sponta­
nément ou artificiellement sont séparées par centrifugation et 
remises en suspension dans 0,5 ml, pour 100 ml de milieu de main­
tien d'origine, du tampon phosphate utilisé pour la préparation des 
géloses de diffusion (cf. ci-dessous). Les cellules sont dispersées et 
déchirées par aspiration et refoulement à la pipette. 
Il) Anticorps. - Le sérum anti-maladie muqueuse est constitué 
d'un mélange de sérums de bovins (cinq) appartenant à un lot de 
dix veaux dans lequel deux cas, dont un mortel, de maladie muqueuse 
se sont manifestés. La globuline anti-maladie muqueuse est 
extraite du même lot de sérum, par précipitation au sulfate d'am­
moniaque à demi-saturation ; cette globuline est purifiée par trois 
précipitations successives, redissolution en sérum physiologique; 
élimination du sulfate d'ammoniaque par dialyse en présence de 
sérum physiologique tamponné. La solution de globuline est utilisée, 
concentrée deux fois par rapport au titre en globuline du sérum 
d'origine. La globuline anti-peste porcine est extraite, par le même 
procédé, d'un lot de sérum hyperimmun commercial. 
III) Tampon phosphate (0,01 M, pH 7,2) et géloses utilisés pour 
l'immuno-diffusion sont préparés selon une technique adaptée de 
celle de DARBYSHIRE (1962). La gélose est coulée, à raison de 20 ml 
par boîte, en boîtes de Pétri de 90 mm de diamètrew Le diamètre des 
cupules est de 8 mm, la distance de centre à centre de 12 mm. 
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RÉSULTATS 
La réaction de précipito-diffusion est aisément lisible, en éclairage 
indirect rasant, sur fond noir, la source lumineuse étant placée sous 
la gélose. 
- Entre l'antigène (pulpe de muqueuse intestinale) et l'anticorps 
présent dans les six sérums de bovins restés cliniquement indemnes 
d'un lot dans lequel deux cas de maladie muqueuse se sont manifes­
tés, les arcs de précipitation apparaissent dans un délai de 48 heures ; 
jls s'accentuent jusqu'aux 4e_5e jours (fig. 1). 
Fig. 1. - Cupule centrale : antigène 
Maladie muqueuse . 
.Cupules périphériques : 6 échantillons 
.de sérum, de 6 sujets restés cliniquement 
indemmes, d'un lot de 10 dans lequel 
.deux cas de maladie muqueuse dont un 
mortel se sont manifestés. 
- La réaction peut être obtenue, en présence des mêmes sérums, 
soit avec l'antigène total précédent, soit avec l'antigène de culture 
(souche AR). Dans ce cas cependant, la réaction est plus lente (5 à 
6 jours au lieu de 2), les arcs plus fins, aisément lisibles mais difficiles 
à photographier (fig. 2). 
13 
Fig. 2. - Réactions homo­
logues maladie muqueuse. 
1. Antigène << sauvage >> 
(broyai de muqueuse inles· 
tinale). 
3. Antigène «de culture» 
(souche AR) 
2. Globuline bovine anti· 
maladie muqueuse. 
Les arcs 1 /2 apparaissent 
en 48 heures. 
Les arcs 2/3 en 6 jours. 
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En présence d'antigène total, la réaction peut être aussi bien 
obtenue avec un antisérum de bovin qu'avec un sérum de porcin 
hyperimmunisé contre la peste porcine. Dans ce cas cependant, 
apparait une difTérence : le sérum peste porcine donne naissance à 
un premier arc, en continuité avec les arcs correspondant au 
sé�um bovin, puis à un deuxième; apparaissant tardivement (3 à 
4 jours après le premier) ce deuxième arc, très fin, est plus proche 
de la cupule contenant le sérum porcin que le premier (fig. 3). 
Fig. 3. - Cupule 
centrale : Antigène 
Maladie muqueuse. 
S P P  : Sérum porcin 
anti Peste porcine 
7-8-9-10 : sérums 
bovim anti-maladie 
muqueuse. 
- En présence d'antigène total, la réaction de précipitation 
s'obtient, comme avec le sérum total, avec la globuline extraite de 
l'antisérum par précipitation au sulfate d'ammoniaque. L'arc de 
précipitation est double, le deuxième arc (tardif) apparaissant avec 
un retard de 2 à 3 jours sur le premier, plus près de la cupule conte­
nant la globuline (fig. 4). 
Fig. 4. - 1. Sérum peste porcine 
2. Globuline bovine anti-maladie 
muqueuse. 
3. Globuline porcine anti-Peste 
porcine. 
4. Antigène maladie muqueuse. 
COMMUNICATIONS 407 
En présence d'un couple de référence : antigène total maladie 
muqueuse/antisérum peste porcine, un broyat de muqueuse de 
bovin suspect de maladie muqueuse, mais chez lequel les données 
sémiologiques étaient équivoques, ne donne pas de réaction. 
COMMENTAIRES 
Ces résultats apportent, en ce qui concerne les matériels du labo­
ratoire récoltés à l'autopsie (fragments de muqueuse d'animaux 
malades) ou préparés (antigènes de culture) à partir de souches 
isolées de cas cliniques de maladie muqueuse observés en France, 
un élément de preuve indirecte de l'identité de la maladie, telle que 
nous l'observons, et de celle qui s'observe en Angleterre : ils recou­
pent en effet, assez exactement, les résultats publiés par DARBY­
SHIRE et coll. (1962) et divers Auteurs étrangers. 
La méthode, sur le plan du diagnostic expérimental de la maladie 
muqueuse, n'est pas sans intérêt : elle peut servir au diagnostic 
direct : recherche de l'antigène chez un animal suspect, en présence 
d'un antisérum de référence. Il est cependant nécessaire de rappeler 
que les broyats de muqueuse intestinale fournis par des sujets 
atteints de maladie muqueuse donnent des résultats d'autant meil­
leurs que le prélèvement a été fait après la mort spontanée des 
sujets et que, même dans ce cas, on ne peut escompter mieux que 
75 p. 100 de résultats positifs (DARBYSHIRE et coll. 1962-1966). La 
réaction qui met en évidence la présence de l'antigène peut être 
obtenue en utilisant soit un sérum bovin de référence soit un sérum 
porcin anti-peste porcine. 
Aussi bien qu'un sérum total, dont la congélation altère assez 
rapidement les qualités, la globuline extraite du sérum, lyophilisée 
et conservée à + 4°, peut être utilisée: mais la lecture de la réaction 
paraît devoir être retardée de quelques jours. 
La méthode peut être utilisée pour le diagnostic indirect, par 
mise en évidence, dans un sérum suspect, d'anticorps spécifiques de 
la maladie muqueuse. Les conditions expérimentales en sont plus 
aisées que celles d'une séro-neutralisation, qui exige beaucoup plus 
de temps et de matériel. Un broyat de muqueuse intestinale préala­
blement testé par rapport à un sérum de référence peut être utilisé. 
Un tel antigène peut être conservé à - 35° : le même broyat de 
muqueuse, utilisé pour les essais précédents, a pu être conservé plus 
de huit mois au congélateur, subir plus de dix congélations et décon­
gélations successives, avant que les réactions cessent d'être lisibles : 
il parait donc possible, si l'on dispose des organes d'un sujet atteint 
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de maladie muqueuse identifiée de façon certaine, de tester un anti­
gène par rapport à un sérum de référence (en l'absence d'un sérum 
bovin spécifique de la maladie muqueuse, un antisérum peste por­
cine) et de constituer, au laboratoire, une réserve d'antigène suffi­
sante pour plusieurs mois. 
En l'absence d'un tel antigène spontané (ou« sauvage,.), un anti­
gène de culture peut être utilisé : les quatre souches, isolées au cours 
des récentes années et entretenues au laboratoire, donnent des résul­
tats équivalents. L'inconvénient majeur de l'emploi d'un tel anti­
gène est que la quantité nécessaire, pour une cupule de 8 mm de 
diamètre et 5 de profondeur, telles que celles que nous avons uti­
lisées, exige la totalité des cellules infectées que peut fournir une 
culture en boîte de Roux de 600 ml. Cette quantité ne permet pas de 
tester plus de six sérums, disposés selon les hexagones des ma­
trices habituelles. 
Malgré ces diverses restrictions il semble que la méthode de préci­
pito-diffusion en gélose puisse être utilisée tant en matière de dia­
gnostic individuel qu'en matière de diagnostic de troupeau et, 
éventuellement en matière d'enquête épizootiologique ; précise sur 
le plan des études d'antigénicité, elle a quelques inconvénients ; 
elle ne donne, en sérologie, qu'une réponse qualitative (on sait que 
les conditions optimales de la précipitation sont réalisées pour un 
couple assez étroitement défini de concentrations pour l'antigène et 
l'anticorps). Elle peut ne donner, dans la recherche de l'antigène 
(diagnostic étiologique individuel) de réponse affirmative que dans 
75 p. 100 des cas. 
(Laboratoire de la Chaire de Pathologie médicale 
du bétail et des animaux de basse-cour de l' Ecole 
Vétérinaire d'Alfort. 1. N. R. A.) 
